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(w) Mikrobielle Herstellung von Substanzen aus dem aromatischen Stoffwechsel / II 

(57) Die Erfindung stollt, durch cine crhohtc Beroitstellung 
von intrazellularen Stoffwechselintermediaten, insbeson- 
dere von Phosphoenolpyruvat, alternative Verfahren zur 
mikrobiellen Herstellung von Substanzen, insbesondere 
von aromatischen Aminosauren wie L-Phenylalanin zur 
Verfugung, bei denen die Aktivitat einer Zucker-phospho- 
rylierenden Kinase in einem diese Substanzen produzie- 
renden Mikroorganismus erhoht wird. In bevorzugten 
Ausfuhrungsformen der Erfindung wird zusatzlich die Ak- 
tivitat eines Transportproteins zur PEP-unabhangigen 
Aufnahme eines von der Kinase zu phosphorylierenden 
Zuckers, bzw. die Aktivitat einer Transaldolase und/oder 
einer Transketolase erhoht. Die Erfindung betrifft auch 
Genstrukturen, sowie diese Genstrukturen tragenden 
transformicrtcn Zellon, wclche eine besonders orfolgrei- 
che Realisation dieser Verfahren ermoglichen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung belrifFi ein Verfahren zur mikrobiellen Hersiellung von Substanzen. insbesondere von aromaiischen 
Aminosauren. nach Anspruch 1-20, 36 und 37. Genstrukturen nach Anspruch 21-29. sowie transformierte Zellen nach 
5 Anspruch 30-35. 

Mikrobiell hergestellte Substanzen. wie Feinchemikalien. insbesondere aroniaiische Aminosauren sind von groBem 
wirtschaftlichen Inieresse, wobei der Bedarf an z. B. Aminosauren weiterhin zunimmt. So wird beispielsweise L-Phenyl- 
alanin zur Herstellung von Medikanienten und insbesondere auch bei der Hersiellung des SiiBstoffes Aspartam (a-L-As- 
partyl-L-phenylalaninmeihylesier) verwendei. L -Tryptophan wird als MedikamentundZusalzzu Euttermitteln benotigt; 
10 fur L-Tyrosin besiehi ebenfalls Bedarf als Medikameni. sowie als Rohstoff in der phannazeutischen Industrie. Neben der 
Isolierung aus natiirlichen Materialien ist die biotechnologische Herstellung eine sehr wichtige Methode. um Aminosau- 
ren in der gewiinschtenoptisch aktiven Fonn unter wirtschaftlich vertretbaren Bedingungen zu erhalten. Die biotechno- 
logische Herstellung ertolgt enlwederenzymatisch oder mil Hilfe von Mikroorganismen. 

Die leiztere, mikrobielle Herstellung hat den Vorteil, daB einfache und preisgiinsuge Rohstoffe eingesetzt werden kon- 
15 nen. Da die Biosynthese der Aminosauren in der Zelle aber in vielfacher Weise kontrolliert wird. sind bereits vielfahige 
Versuche zur Steigerung der Produktbildung untemommen worden. So wurden z. B. Aminosaure-Analoga eingesetzt, 
um die Regulation der Biosynthese auszuschalten. Beispielsweise wurden durch Selektion auf Resistenz gegen Phenyl- 
alanin-Analoga Mutanten von Escherichia coli erhalten, die eine erhohte Produktion von L-Phenylalanin ennoglichten 
(GB-2,053,906). Eine ahnliche Strategic fiihrte auch zu uberproduzierenden Stammen von Corynebacterium 
20 (JP- 19037/1 976 und JP-395 17/1978) und Bacillus (EP-0. 138,526). 

Desweiieren sind durch rekombinante DNS-Techniken konstruierte Mikroorganismen bekannt. bei denen ebenfalls 
die Regulation der Biosynthese aufgehoben ist, indem die Gene, die fur nicht mehr feedback-inhibierten Schliisselen- 
zyme kodieren. kloniert und exprimiert werden. Als ein Vorbild beschreibt EP-0.077.196 ein Verfahren zur Produktion 
von aromaiischen Aminosauren, bei dem eine nicht mehr feedback-inhibierte 3-Desoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phos- 
25 phatsynthase (DAHP-Synthase) in E. coli iiberexprimiert wird. In EP-0,145,156 ist ein E. coli-Stamm beschrieben, in 
dem zur Produktion von L-Phenylalanin zusalzlich Chorismalniulase/Prephenaidehydralase uberexprimierl ist. 

Den genannten Stratcgicn isi gemcinsam, daB sich der Eingriff zur Vcrbcsscrung der Produktion auf den fur die aro- 
inatischen Aminosauren spezifischen Biosyn these weg beschrankL Fiir eine weitere Erhohung der Produku'on muB je- 
doch eine verbesserte Bereiistellung der zur Produktion aromatischer Aminosauren benotigten Primarmetabolite Phos- 
30 phoenolpyruvat (PEP) und Erythrose-4-Phosphat (Ery4P) angestrebt werden. 

PEP ist ein aktivierter Vorlauferdes Glycolyseproduktes Pyruvat (Brenztraubensaure); Ery4P ist ein Interniediat des 
Peniosephosphatweges. 

In der Liieratur sind mehrere Straiegien fiir die Steigerung der Verfugbarkeit von PEP beschrieben, wie beispielsweise 
durch Verminderung der Aktivitat der PEP-Carboxylase (Miller J.E. et al., J. Ind. Microbiol. 2 (1987) 143-9; 

35 EP-0.140.606) odcr durch Steigerung der Aktivitat der PEP-Synthase (Chao Y.P. et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 
5122-26: Patniak R. el al., Bioiechnol. Bioeng. 46 (1995) 361-70). Weiterhin wurde gefunden, daB in Thiamin- und Li- 
ponsaure-auxoirophen Mutanien von Enterobacter aerogenes die Aktivitat des Pyruvatdehydrogenasekomplexes ver- 
mindert ist, wodurch der AbfluB von PEP iiber Pyruvat zu Acetyl-CoA und in dem Zitronensaurezyklus verringert und in 
der Folge Tryptophan gebildei wurde (Oila S. et al., J. Perm. Bioeng. 69 (1990) 256-8). Desweiteren verbrauchen Mi- 

40 kroorganismcn. die Glucose iiber cin PEP : Zuckcr-Phosphotransferasesystcm (PTS) aufnehmen (pts + -Stamme). aqui- 
molare Mengen PEP fiir diesen Transport vorgang mil der Folge, daB dieses PEP nicht mehr fur die Synthese aromati- 
scher Vcrbindungen zur Verfiigung steht (Postnia P.W. et al.. Microbiol. Rev. 57 (1993) 543-594). 

Kiirzlich wurde gezcigt (Flores N. el al.. Nature Bioiechnol. 14 (1 996) 620 3), daB eine sponiane Glucose-positive Re- 
vcrianic eincr FrS-negati ven (pis") Muianie von Escherichia coli Glucose iiber das GalP-Sysieni in die Zellen einschleu- 

45 sie und zuin Wachstum auf Glucose befahigt war. Durch zusaizliche Expression des Transkeiolase-Gens tktA wurde in 
diescr Arbcii eine veniiehnc Bildung des Intcnnediaien DAHP beobachiei. Frosi und Dralhs Ziehen die Moglichkeii in 
Erwagung, die Bcreiisiellung von PEP zu verbessern, indem das PTS vollig inaklivien und anschlieBend die Gene glf 
und glk aus Zymomonas mobilis iiberexpriniierl werden (Frosl und Dralhs, Ann. Rev. Microbiol. 49 (1995) 557-79). 
Aus dicsem Anikel isi eine Aussage iiber die Effizienz eines derartigen Eingriffes jedoch nichi nioglich. ebensowenig 

50 wie cs nichi nioglich isi, ciwaigc Folgen eines deranigen Eingriffes auf die Produklion von aromaiischen Intcnnediaien 
in pis^-Stammcn abzuschatzen. 

l.-s isi darter Aufgnhc der Erfindung. ein alicrnaiives Verfahren zur Produklion von Subsianzen. insbesondere aromaii- 
schen Aininosaurcn, zur Verfiigung zu slcllen, welches sich durch cine crhohle Bereiuiiellung von PEP fiir die Synlhesc 
diescr Subsianzen aus/.eichnei. 

55 Uberraschendcrweisc wird die Aufgabe crfindungsgcmaB dadurch gelosi. daB cin Verfahren zur mikrobiellen Herstel- 
lung von Subsianzen zur Verfiigung gcstelli wird, bei dem die Aklivilat einer Zucker-phosphorylierenden Kinase in ei- 
nciii diese Subsianzen produzierenden Mikroorganismus erhohi wird. 

Dieses Ergebnis isi besonders tiberraschend. als daB es keineswegs selbslverstandlich ist, daB die alleinige Uberex- 
prcssion einer Zucker-phosphorylierenden Kinase eine wcscntliche Rolle bei der Bereiistellung von PEP und damii auf 
Cth die Produklion von Subsianzen hai. 

Beim Waehsiuni auf Hcxosen, wie Glucose oder Fruclosc. unier naiiirlichen Bedingungen. wird der uberwiegende Tcil 
diescr Subsirale von den bakicriellen Zellen (/.. B. von Escherichia coli) iiber PEP : Hexose-Phosphotransferase-sysienic 
aulgenomincn unci unier Verbrauch von PEP phosphoryliert. Die Wirkung Zucker-phosphorylierender Kinasen be- 
schranki sich also aul die Aklivierung von jencn Zuckcrn, die nichi -phosphory lien in derZellc vorlicgcn, da sie niitiels 
6i cincs PEP-unahhiingigcn Transponsysicms aufgenommen wur<len. Dcranigc Zucker konnen z. B. aus Hydrolysereakiio- 
nen inlrazellular vorliegcnder Di- und Oligosaccharide wie Trehalose. Laciose, Maltose oder Mallodexlrin resullieren. 

beispielsweise hai die Glucokinasc in Escherichia coli bcim Wuchsium auf Glucose eine uniergeordncie Funkiion 
(<"unis und Hpsicin.J. Bacieriol. 122.(1975). HS9- 1 199). Ein direkier EinfluB auf die Siofflliisse. sowohl durch die Gly- 
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kolyse zur Bereiisiellung von PEP, als auch durch den Peniosephosphatweg zur Bcreiisiellung von Ery4P. besicht nicht. 

Folglich isi der ini Rahnien dieser Erfindung beschriebene Effekt der Uberexpression einer Zuckcr phosphorylieren- 
den Kinase aut die Produkiion von Subsianzen, insbesondere aroniatischen Aminosauren vollkonimen unerwartet. 

Die Erfinder nehnien an. daB eine Uberexpression der Kinase zu einer Erhohung des intrazellular vorliegenden Anteil 
an Zuckerphosphaienfiihrt. dessen Akiivierung auf der Basis von ATP in Funktion dem Energie-Donors. siatrfindet. 5 
Folglich verminden sich die zu diesem Zweck eingeseizie Menge an PEP. was der Synihese von PEP-Folgeprodukien 
forderlich isi. Bishcr wurde ini Stand der Technik. irotz langjahrigen und ausfiihrlichen Arbeiten auf dem Gebiei der Her- 
slellung von Subsianzen aus dem aroniaiischen SioiTwechsel. die alleinige Erhohung der Akiivitai einer Kinase nie po- 
siulien. Unier Subsianzen ini Sinne der Erfindung sind beispielsweise Feinchemikalien wie aromatische Aminosauren. 
Indigo. Indolcssigsiiure. Adipinsaure. Melanin. Chinone. Benzoesaure. sowie deren poienticlle Derivaie und I'oigepro- 10 
dukic - oder allgeniein Derivaie von Iniennediaien des Pentosephosphatweges zu versiehen. AUe diese Subsianzen wer- 
den ini Rahmen dieser Erfindung auch als Subsianzen aus dem aromatischen StofFwechsel angesehen. Es sei dabei be- 
rnerki, rials riirriie Herslellung von Indigo. Adipinsaure und anderen nichi naiiirlichen Folgeprodukien neben den erfin- 
dungsgcmaBen Eingriffen weiiere genetische Veranderungen an den die Subsianzen produzierenden Mikroorganismen 
noiwcndig sind. 15 

Das Verfahren zur niikrobiellen Herslellung von Subsianzen isi daher besonders vorteilhaft wenn Subsianzen herge- 
siclli werden an deren Synihese PEP beieiligi ist. 

Beini Einsaiz cincr Zucker-phosphoryliercnden Kinase enipfiehlt sich die Verwendung einer Hexosen-phosphorylie- 
rcnden Kinase, bevorzugi einer Kinase aus Zyniomonas inobilis. insbesondere der Glucokinase (Glk) aus Zymonionas 
niobilis. Bci der Verwendung von Icizterer siamml das das Protein kodierende Gen glk z. B. aus Z. mobilis ATCC 10988. 20 
ATCC 29191 odcr ATCC 31821. Andere (iene fur Hexosen-phosphorylierendeKinasen aus Bakterien. deren Genpro- 
dukie die Hexosen unier Verbrauch von ATP phosphorylieren. wie beispielsweise eine Fructokinase oder Galaciokinase, 
sind fur das crhndungsgemaBe Verfahren ebenso geeignet. Weiierhin sind auch Gene fiir z. B. Kinasen aus eukaryonti- 
schen Mikroorganismen geeignet. wie Saccharoinyces cerevisiae oder allgemein Gene fiir Zucker-phosphorylicrcnde Ki- 
nasen aus anderen Organismen. vorausgeseizt. daB sie in den Mikroorganismen. insbesondere Aminosauren produzie- 25 
renden Mikroorganismen (Aminosaureproduzcnien), funklionell exprimieri werden konnen und ohne PEP zur Phospho- 
rylierung der Zuckcr auskonimcn. Insbesondere cmpfichlt sich, daB die Zuckcr-phosphorylicrcndc Kinasen in Amino- 
saureproduzenien exprimiert werden konnen. Fiir die Herslellung aromatischer Aminosauren nach dem erfindungsgema- 
Ben Verfahren eignct sich insbesondere das aus Z. niobilis ATCC 29191 isolierte Glucokinase-Gen glk fiir die Phospho- 
rylierung von Glucose. 30 

Durch die Uberexpression der Zuckcr phosphorylierenden Kinase gemaB der vorliegenden Erfindung wird ein altcr- 
naiivcs Verfahren zur Vcrfiigung gesiellt, durch das iibereinen vemiehrien Gebrauch aliemativer Energie-Donoren, wie 
von ATP als Encrgic-Donor. der Verbrauch von PEP fiir die Akiivierung von Zuckem in der Zelle herabgesclzl wird. PEP 
sieln somii in crliOhiL-iii MaBe fiir die niikrobielle Synihese von Subsianzen, an deren Syniliese PEP beteiligi isi. zur Vcr- 
fiigung. 35 

In einer bcvor/ugien Ausfuhrungsfonn der Erfindung wird zusaizlich zur Erhohung der Akiivitai einer Zucker-phos- 
phoryliercnden Kinase die Akiivitai cines Transportproteins zur PEP-unabhangigenAufnahine eines von der Kinase zu 
phosphorylierenden Zuckcrs erhoht. Diese Ausfuhrungsfonn schlieBi auch ein, daG die Aktiviiiii eines Transportproteins 
zur PEP-unabhangigen Aufnalime eines solchen Zuckers in einem Substanzen produzierenden Mikroorganisinus erhoht 
wird. der zur Authahinc eines beireffcndcn Zuckers miiicls eines PEP-abhangigcn Transportsysicms befahigi isi. Die zu- 40 
sai/.liche Iniegration eines PEP-unabhangigen Transportsysienis crlaubl eine crhohtc Bcreiisiellung nichl-phosphorylier- 
ler/.ucker in dem die Subsianzen produzierenden Mikroorganisinus. Diese Zuckcr konnen von den jewciligcn zugehd- 
rigen Kinasen unlcr AIT*- Verbrauch in ukiivicrtc Zuckerphosphale umgcselzl und dann weiicr inelabolisien werden. PEP 
als Hncruie-Donor wird fiir diese Umseizungen nichi benoiigi und siehi daniii, ausgehend von einem konsianien SlotT- 
lluB in der Cilykolyse und dem Peniosephosphai weg. vennelm fiir die Kondensaiion mil Ery4P /.urn prima re n Meiaboli- 45 
len des allgcineinen Biosynthesewegcs fur aroiualische Verbindungen Desoxy-D-arabino-hcpiulosonal-7-phosphat 
(DAI IP) /.ur Vcrfiigung und in ilcrl-olge fur die Produkiion von Subsianzen, wie z. B. aroniaiischen Verbindungen. 

Im I'alle des Transport proteins wird Aktiviiiii dabei als proicinvcrmillellc Aufnahnierale versianden. Zur Erhohung 
der Akiiviial des PI'P-unabhangigen Transponproieins in PTS-negativen Siamnien isi es, im Gcgensar/. zu der fiir das 
gll-Gcn aus Zymonionas niobilis bereils beschricbcncn zweisiuhgen Prozcdur. bcisonders vodcilhafl, dali das Ausschal- 50 
len lies PI'S und da.s Einbringen des (jens fiir das Transponproiein in einem Schritl geschehen kann. Eine deranige Slra- 
Icgic k:inn erlindiingsgciniiB durch die Insertiondes Gene in beispielsweise ein Gen des pIsTII-crr-Opcrons. /.. B. in das 
pisI-Gcn oder einen anderen pis-locus realisien werden und erleichiert die Zugiinglichkcii der gcwiinschien Mulanien. 
Durch diese Vorgehcnsweise wird der veklorielle Zuckertranspon durch die Zellniembran und der daran gckoppelte 
Pl'.P-abhungigc PhosphorylicrungsprozeB der Zuckcr komplell unierhunden. Andcrc I-'unklionen des PI'S konnen dabei 55 
aufrcchicrhalien werden. 

Die Insertion des (jens des Transponproieins hinier einen Proinoior des PTS isi weiierhin voneilhal'i. da die Einfiih- 
rung einer gesonclenen Gensiruklur entfalli und cine Destabilisierung der rekonibinicrien Zelle durch die Expa-ssion des 
Proteins, aufgrund des naiiirlichen Expressionsniveaus. nichi auflritl. 

Bc/.iigiich des Transponproieins zur PF.P-unahha'ngigen Aufnahme eines Zuckers empfichli sich der F.insaiz eines Fa- M 
ciliiaiors. das heiBi eines Transponproieins. das nach dem Prinzipder proieinvenuitielten erlcichiencn Ditlusion wirki. 
Insbesondere bietct sich der Einsaiz des Glucosefacilitaior-Proicins (Glf) aus Zymonionas niobilis an. Bci der Verwen- 
dung von Icr/.icrciii siamml das das Protein kodierende Gen glf z. B. aus Z. niobilis ATCC 10988. ATCC 29191 oder 
A l"CC 31S21 . Andere Zuckertranspon gene aus liuklerien. deren Genprodukle z. B. Glucose. Fructose oder Saccharose 
transporiieren und dabei kein PEP verwenden. sind fiir das crlindungsgcmaGc Verfahren aber ebenso geeignei. wie /.. B. fo 
das GalP-Syslcni aus Escherichia coli. AuBerdem sind Gene fiir Zuckertransporlsvslemc wie IIXT1 bis HX'i'7 auseuka- 
ryonlischen Mikrixirganismen. wie Saccharoinyces cerevisiae. Pichia slipilis txlcr Kluvveromvccs laclis. (xler allgemein 
wie Zuckenransporigcnc aus anderen Organisnieneinscizbar. vorausgescizi. daB sie in den Mikroorganismen funklionell 
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exprimiert werden konnen und die Genprodukte dabei ohne PEP zur Phosphorylierung und/oder zum Transport der Zuk 
werden kSnnen"' InSbeS ° ndere enl P fiehl1 es sich > dal * die Zuckenranspongene in Aminosaureproduzenten exprimiert 

Fur die Herslellung aromaiischer Aminosauren nach den. erfindungsgemaGen Verfahren eigne! sich daher insbeson- 
5 dere das aus Z. mobihs ATCC 3 1S21 isolierte Facilitator-Gen glf fur die Aufnahme von Zuckem wie Glucose. Fructose 
Oder Mannose. (Parker C. et al.. Mol. Microbiol. 15 (1995) 795-802: Weisser P. et al.. J. Bacteriol 177 (1995) 3351^}) 
Die bintuhrung insbesondere des glf-Gens sollte vorzugsweise in einer niedrigen Genkopienzahl ertblgen. urn schadli- 
che Aus w.rkunge n auf die Zelle durch iibermaBige Expression von Membranproteinen zu verhindem. So wird beispiels- 
weise tur das git-Gen eine Genkopienzahl von 2 bis 5 bevorzugt. Besonders vorleilhaft ist. wie schon oben erwahnt die 
w bintuhrung des gll-Gens in eines der Gene des pisHI-crr-Operons. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird zusatzlich zur Aktivitat einer Zucker-phosphorylierenden Ki- 
nase oder zur Akuvitai emer Zucker-phosphorylierenden Kinase und eines PEP-unabhangigen Transportproteins die Ak- 
tivitat einer Transaldolase unrl/nrler Hi> A t-rjvitfir T r ;.''«:V.-««!-»-.» /..■*•*»■• 

Die zusatzliche Aktivitatssteigerung eines dieser letzteren Proteine (das heiBt Transaldolase und Transketolase) oder 
' 5 ™»' n e . "laubt eine noch hohere Produktion von Substanzen, insbesonderearomatischen Aminosauren. dadurch 

dab hry4P tur die Kondensation mit PEP zum primaren Metaboliten des allgenteinen Biosyntheseweges fur aromatische 
Verbindungen Desoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat (DAHP) in erhohtem MaBe bereitgestellt wird 

Hinsichtlich der Erhohung der Aktivitat einer Transaldolase wird vorzugsweise die Aktivitat einer Transaldolase aus 
Escherichia coll und insbesondere die Aktivitat der Transaldolase B (TalB) aus Escherichia coli erhoht. Bei der Venven- 
20 dung des korrespondierenden talB-Gens stammt dieses vorzugsweise aus Escherichia coli K- 12 oder einem davon abae- 
leileten Siamm. Daneben isijedoch auch jedes (Jen geeignet dessen Genprodukt eine Reaktion katalysien. die der der 
1 ransaldolase. das heiBt der Umsetzung von Sedoheptulose-7-Phosphat plus Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu Ery4P und 
Fructose-6-Phosphat, entspricht. 

Hinsichtlich der Erhohung der Aktivitat einer Transketolase wird vorzugsweise die Aktivitat einer Transketolase aus 
25 Escherichia coli und insbesondere die Aktivitat der Transketolase A (TktA) aus Escherichia coli erhoht. Bei der Verwen- 
dung des korrespondierenden tkiA-Gens stammt dieses vorzugsweise aus Escherichia coli K- 12 oder einem davon abge- 
kitcicn Stamm. Dancbcn ist jedoch auch jedes Gen gecignct, dessen Genprodukt cine Reaktion katalysieru die der der 
1 ransketolase, das heiBt der Umsetzung von Ribose-5-Phosphat plus Xylulose-5-Phosphat zu Sedoheptulose-7-Phosphat 
plus Glycennaldehyd-3-Phosphat bzw der Umsetzung von Xylulose-5-phosphat plus Erv4P zu Fructose-6-phosphat plus 
30 Glycennaldehyd-3-phosphat, entspricht. ' 

In Mikroorganismen. in denen der StofffluB nach Ery4P erhoht ist. kann die Verfugbarkeit von PEP zur Produktion des 
ersten Intermediaten des aromatischen Aminosaurestoffwechsels limitierl sein. In solchen Fallen kann es vorteilhaft sein 
andere PEP-verbrauchende Reaktionen im Metabolismus. wie z. B. die Reaktion des PERZucker-Phosphotransferasesv- 
stcms (PTS). welches eine PEP-abhangige Zuckeraufnahme katalysierL sofern anwesend, zu vermindern oder ausz'u- 
}5 schalten. 

ErfindungsgemaB konnen sowohl Organismen eingesetzt werden. die das naturliche Aktivitatsniveau des PTS aufwei- 
scn: es konnen auch. zur weiteren Verbesserung des Verfahrens. PTS-Mutanten eingesetzt werden. in denen das PTS in 
seiner Aktivitat vermindert ist. Vemiindem im Sinne dieser Erfindung bedeutet eine Erniedrigung der Aktivitat bis zu ei- 
ner Rcstakti vital von 1% dernatiirlichen Aktivitat. Eine derartige Vemiindemng kann entwederauf enzymatischer Ebene 

40 oder durch gcnetische Methoden ertblgen. z. B. durch Verwendung alternati ver. stark reprimierbarer Promotoren zur Ex- 
pression der pis-Gene oder durch Insertion eines glf- und/oder eines glk-gens in das Chromosom und insbesondere in den 
Genort des pisI-Gens. was zugleich eine Stabilisierung der rekombinanten DNS im Chromosom (Segregationsstabilitat) 
und damn den Vcrzicht aufdic Verwendung eines Vektors mit sich bringt. Desweiteren kann in Verbindung mil einem re- 
gulicrharcn Promotor auch durch die Zugabe von Induktoren oder Inhibitoren des entsprechenden Proniotors wahrend 

41 der Kulnvierung EinfluB auf die Aktivitat des PTS genommen werden. 

Als MaBnahincn zur Sleigerung der Aktivitat im Sinne der Erfindung sind alle MaBnahmen zu verstehen. die dazu ce- 
eicnct sind. die Aktivitat der Kinase, des Transportproteins. der Transaldolase und der Transketolase zu steieem Insbe- 
sondere sind hierzu geeignet: 

») - Einluhrung von Genen z. B. mittcls Vcktoren oder temperenter Phagen: 

Erhohung der Genkopienzahl z. B. mittcls Plasmiden mit dem Ziel die erfindungsgemaGen Gene in erhohter Ko- 
pienzahl. von leichi (z. B. 2 bis 5fach) bis zu stark erhohter Kopienzahl (z. B. 15 bis 50fach). in den Mikroorcanis- 
nius einzubringen: 

- Erhohung der Genexpression z. B. durch Sleigerung der Transkriptionsrale z. B. durch Verwendung von Promo- 
>•> lorclenienicn wie z. B. Ptac. Ptet oder anderen regulatorischen Nucleotidsequenzen und/oder durch Sleigerung der 

1 ranslationsrate z. B. durch Verwendung einer Konscnsusribosomenbindungssielle; 

- Erhohung der endogenen Aktivitat von vorhandenen Enzymen z. B. durch Mutationen. die nach klassischen Me- 
ihtxlen ungenchtet erzeugt werden. wie beispielsweise durch UV-Bestrahlung oder mutalionsauslosenden Chemi- 
kahen. oder durch Mutationen. die gezielt mitiels genlechnologischcr Methoden wie Deletion(en), Insenion(en) 

«) und/oder Nucleolidaustausch(e) erz.eugt werden; 

- Iirhohung der Aktivitat von Enzymen durch Veranderung der Struktur von Enzvmen z. B. durch Mulaeenese mit 
physikahschcn. chemischen. molekularbiologischen oder sonstigen mikrobiologischen Methoden: 

Verwendung von dercgulicnen Enzymen. z. B. nichl mehr feedback inhibierten Enzvmen; 

- hmliihrung entsprcchender die deregulierten Enzyme kodierenden Gene. 

Audi Koiiibinationen der genannten und weiteren. analogen Methoden konnen zur Erhohung der Aktivitat eingesetzt 
werden. Im l alle von Transportproicinen kann die endogene Aktivitat erhoht werden z. B. durch Klonierung des Gens 
mil beispielsweise o.g. Meihcxien oder iiber Selekiion von Muiantcn mil erhohtem Transport von Subsiraien." 
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Bevorzugt erfolgi die Sieigerung der Akiivitai dadurch. daB eine Iniegraiion des Gens oder der Gene in cine Gensiruk- 
iur oder in niehrere Genstrukturen erfolgt. wobei das Gen oder die Gene als einzelne Kopie oder in erhohier Kopienzahl 
in die Genstruktureingebrachi wird. 

Als Gensiruktur im Sinne der Erfindung ist ein Gen und jede Nucleoli dsequenz zu verstehen. die die erfindungsgema- 
6en Gene tragi. Entsprechende Nucleoiidsequenzen konnen beispielsweise Plasmide. Vekioren. Chromosomen, Phagen 
oder andere, nichi zirkular geschlossene. Nucleoiidsequenzen sein. 

Fur ein Chromosom im Sinne der Erfindung gill, daB in dieses mindestensein erfindungsgemaBes Gen inserien wurde. 
und daB die entstandene Nucleinsauresequenz mindestens ein Gen oder eine Genkopie mehr enthali. als nariirlichcrweisc 
in dieseni Chromosom enthalten isi. So tuhrt beispielsweise die homologe Rekombinaiion innerhalb eines Gcnones zu 
eineni Chromosom. welches sich von der naiurlichen Form nichi noiwendigerweise unierscheiden muB. Die durch ho- 
mologe Rekombination hergestellien Chromosomen sind daher nicht als erfindungsgemaB zu betrachten, sofem die na- 
turliche Anzahl der homologen Gene nicht iiberschriuen wird. 

Als Gensiruktur im .Sinne der Erfindung ist. auch eine Komhinalion ohen genannter Genirager, wie beispielsweise Vek- 
ioren. Chromosomen und temperenicr Phagen zu versiehen. auf die die erfindungsgemaBen Gene verteili sind. Beispiels- 
weise konnen zwei Gene glk auf einem Vektor in die Zelle eingebrachl werden oderzwei Gene glk in ein Chromosom in- 
senen werden. Zusatzlich kann z. B. noch ein weiieres Gen durch einen Phagen in die Zelle eingebrachl werden. Das- 
selbe gill fur die anderen erfindungsgemaBen Gene. Andere Kombinationen von Genverieilungen sollen durch diese Bei- 
spiele nicht von der Erfindung ausgeschlossen werden. Enischeidend ist jedenfalls, daB die Anzahl der im Mikroorganis- 
mus enthaltenen'Gene die natiirlichc Anzahl der entsprechenden Gene ubersteigt. 

Vorzugsweise wird man z. B. fur glf die Zahl der Gene pro gteichwirkendem Gen urn einen Faktor 2 bis 5 erhohen. urn 
die erfindungsgemaBe Sieigerung der Akti vital zu erreichen. Bei diesen Konzentrationen werden sich keine zelltoxischen 
Wirkungen einstellen. Jedoch ist es auch denkbar die erfindungsgemaBen Gene in hoherer Kopienzahl bis 50 Genkopien 
einer gleichwirkenden Form in den Mikroorganismus einzubringen. 

Ini erfindungsgemaBen Verfahren zur Produktion von Substanzen werden bevorzugl Mikroorganismen eingesetzt, in 
denen ein oder mehrere Enzyme, die zusatzlich an der Synthese der Substanzen beteiligi sind. dereguliert und/oder in ih- 
rer Akti vital erhohl sind. 

Dies sind insbesonderc die Enzyme des aromatischen Aminosaurcstoffwcchscls und vor allcm DAHP-Synthasc, Shi- 
kimatkinase und Chorismatmuiase/Prephenaidehydratase, sowie aber auch alle anderen Enzyme, die und der Synthese 
aromatischerSloffwechselinterniediaie und deren Folgeprodukte beteiligi sind. 

Fur die Hersiellung von Subsianzen wie beispielsweise Adipinsaure. Gallensaure und Chinonverbindungen. sowie de- 
ren Derivaie isi neben den erfindungsmaBigen Enzymen besonders die Deregulation und Ubercxpression der DAHP- 
Syniase von Bedeuiung. Zur iiberhohten Synihese von beispielsweise L- Tryptophan. L-Tyrosin. Indigo. Derivaien von 
Hydroxy- und Aminobenzoesaure und Naphto- und Anthroquinonen, sowie deren Folgeprodukten sollte zusatzlich die 
Sliikiniaikinase dereguliert und in ihrer Aktiviiat erhohl werden. Fiir eine effiziente Produkiion von Phenylalanin. Phe- 
nvlbrenztraubensaure und deren Derivaien isi zusatzlich eine deregulierte und iiberexprimierie Chorismatmulase/Pre- 
phenaldehydraiase von besonderer Bedeuiung. Jedoch sollen damil auch alle anderen Enzyme umfaBl sein. deren Akti- 
vitaien zur biochemischen Synthese von Subsianzen beiiragen. das heiBt Verbindungen deren Produkiion durch die Be- 
rciisiellung von PEP begiinstigi wird. z. B. CMP-Keiodesoxyociulosonsaure. UDP-N-Aceiylniuraminsaure, N-Acetyl- " 
Neuraniinsaure oder Chorisminsaure. Die vermehne Bereitslellung von PEP kann sich dabei nichi nur posiiiv auf die 
Synihese von DAHP auswirken. sondern kann auch die Einfiihrung einer Pyruvat-Gruppe bei der Synthese von 3-Enol- 
pyruvylshikimai-5-phosphai als Vorlaufer von Chorismai begiinstigen. 

Es sei bemcrkl. daB fiir die Hersiellung von Indigo. Adipinsaure und anderen nichi naiurlichen Folgeprodukten neben 
den erfindungsgemaBen Eingriffcn weiierc geneiische Vcranderungcn an den Subsianzcnproduzicrenden Mikroorganis- 
men noiwendig sind. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignei sich zur Herstellung von aromatischen Aminosauren. insbesondere von 
L-Phenylalanin. Im Falle von L-Phenylalanin wird dabei vorzugsweise die Gencxpression und/oder die Enzvniakiiviiai 
einer deregulienen DAHP-Synihasc (z. B. in E. coli AroF oder AroH) und/oder einer cbcnfalls dcresulierten Chorismat- 
tiiuiasi;-/] :> rephenaidehydraiase (PheA) erhohl. 

Als Produkiionsorganismen eignen sich Escherichia- Arten. sowie aber auch Mikroorganismen der Gaiiungen Serraiia. 
Bacillus, Corynebactcriuni oder Brcvibacieriuni und weiicre aus klassischen Aminosaureverl'ahren bekannie Siamnic. 
Besonders geeignct isi Escherichia coli. 

Eine weiierc Aulgabe der Erfindung isi die Bcreiisiclliing von geeigneien Gcnsirukiuren und diese Gensirukiurcn ira- 
genden iransformierien Zcllen. welche cine besonders crfolgrciche Realisation des Verfahrens eniioglichcn. 

Im Rahmcn dcr lirfindung werden jelzi ersiens neue Gcnsirukiuren zur Verfiigung geslelli. die in rckonibinanicrForni 
ein Gen kodicrend fur eine Zucker-phosphoryliercnde Kinase und ein Gen fiir ein Transponproicin zur PEP-unabhangi- 
gen Aulhahmc eines Zuckers enihalicn. mil der Ausnahmc von der Kombination der Gene fur die Kinase glk und fiir das 
Transponproiein glf aus Zymomonas niobilis. Die Ausnahme der alleinigen Kombinaiion der Gene glk und glf aus Zy- 
momonas mobilis basierl darauf. daB eine derariige Gensirukiurschon des ofteren in der Literaiur beschrieben wurde. 
Hintergrund dieser Arbciien war die Untcrsuchung der Expriniierbarheii des glf- und des glk-Gens aus Zvmomonas mo- 
bilis in Escherichia coli und der Mfiglichkeil aufdiese Weise Wachslum von PTS'-Mulanlen auf PT.S-Zuckem zu eniiog- 
lichcn (Snoepcl al.. J. Bacieriol. 176 (1994) 2133-35). Aus den Ergebnisscn isi jedoch eine Auswirkung voralleni von 
Glk aul die Hersiellung von erfindungsgemaBen Subsianzen nichi ersichtlich oder zu erwarten. Die ncucn Gcnsirukiuren 
sind daher unerwarlelerweisc wirksam lur die Hersiellung von Subsianzen. und sind insbesonders auch wirksam in 
ITS'-Sliinimen. 

Ini Rahmen der Erfindung werden zweiiens neue Gcnsirukiuren zur Verfiigung geslelli. die in rekoiubinanicr I 'orm a) fi 
cm Gen kodierend fiir eine Zucker-phosphorylicrendc Kinase >xler Gene kodierend fur eine Zucker-phosphorylierende 
Kinase und fur ein Transponproiein zur PEP-unabhiingigen Aufnahnie eines beirclTenden Zuckers. und b) niindesiens 
ein Gen kodierend fiir eine Transaldolase oder fiir eine Transkeiolase enthalien. In diesen ersien und zweiien Genslruk- 
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luren wird bevorzugi. daB das Gen fur die Kinase eine Hexosen-phosphorylierendc Kinase kodiert und das Gen fur das 
Transportproiein einen Facilitator kodiert. 

Insbesonders sianimen die Gene fur die Kinase und fur das Transportproiein aus Zymomonas niobilis. Die in den 
zweiten Genstrukturen genannien Gene fur die Transaldolase und fur die Transketolase stamnien insbesonders aus 
5 Eschench.a coli. Besonders vorteilhaft sind Genstrukturen. bei denen das Gen fur die Kinase glk und das Gen fur das 
Transportproiein glf aus Zymoinonas niobilis isl. und bei denen gegebenenfalls das Gen fur Transaldolase talB und das 
Gen rur TransketoiasetktA aus Escherichia coli ist. 

Die Isolierung der entsprechenden Gene und die Transformation derZellen erfolgt nach gangigen Methoden: Im Falle 
z. B. der Klonierung des Glucokinasegens glk oder des Transportgens glf aus Zymomonas niobilis eianet sich beispiels- 
u weise die Methode der Polymerasc-Kettenreaktion (PGR) zur gerichteten Amplification des Gens mil chromosonialer 
DNS aus Zymomonas mobilis Stamnien ATCC 29 191 oder ATCC 31 821 und weiterhin die heterologe Komplement- 
alion von Escherichia coli-Mutanten. die in Funktionen des PTS defekt sind und die deshalb z. B. keine Glucose trans- 
nortieren konnen fSnoen.T T. ei »l .1 R^»«?r>'pl. 1?4 nQO/|> J707-V- P--'.-.«r -» .».*;.--.- ic/tiwo -w>c-_<><>. 

Weisser P. et al.. J. Bacteriol. 177 (1995) 3351-4). Nach Isolierung der Gene undderen 'in vi^RekombVnation mit be- 
5 kannten Vektoren mil niedriger Kopienzahl. wie z. B. pACYC184. pACYC177. pSGlOl oder pZY507 (Weisser P. el al., 
J. Bactenol. 177 (1995) 3351-4) erfolgi die Transformation der Winszelle durch chemische Methoden. Elektroporaiion. 
Transdukiion oder Kon jugation. 

Im Fallc des Gens talB und des Gens ikiA aus Escherichia coli K-12 sind die vollstandigen Nucleotidsequenzen be- 
kanni (YuraT. et al.. Nucl. Acid Res.. 20 (1992) 3305-S: SprengerG.A.. Biochim. Biophvs. 1216 (1993) 307-10; Spren- 
u ger G.A. et al., J. Bacieriol. 177 (1995) 5930-9) und in Daienbanken wic beim EMBL in Heidelberg hinterlegt. Im Falle 
der Klonierung des lalB-Gens aus Escherichia coli eignet PGR zur gerichteten Amplifikalion des Gens mil chromosonia- 
ler DNS aus Escherichia coli K-12 Siammen (Sprenger G.A. et al., J. Bacieriol. 177 (1995)5930-9). Im Falle der Klo- 
nierung des tkiA-Gens aus Escherichia coli eignet sich beispielsweise die homologe Komplementation einer Transketo- 
lase-defizientcn Muianle (Sprenger G.A. in: Bisswanger H. et al.. Biochemistry and physiology of thiamine diphosphate 
enzymes. VCH ( 199 1)322-6). 

Das isolicrtc Kinase-Gen kann mil einem oder mehreren der im Rahmen der Erfindung beschriebenen Gene in jegli- 
chcr Kombinaiion in cine Gcnsiruklur oder in mchrcrc Genstrukturen intcgricn werden. Ohnc die genauc Vcrtcilung auf 
Gensirukiuren zu beriicksichtigen, fuhrt dies zu Kombinationen wie z. B. glk, glk + talB, glk + tktA, glk + glf + talB, glk 
+ gll + Iki A. glk + talB + tktA oder glk + glf + talB + ikiA. Bei der Verteilung der Gene wird glf vorzugsweise in nied- 
riger Kopienzahl in die Genstruktur oder die Genstrukturen eingebracht. urn mogliche negative Auswirkungen einer 
Uberexpression eines Membranproleins zu vcmieiden. Vorieilhaft sind Gensirukturen. die niindestens eine, einem der 
Gene zugeordneie. rcgulatorische Gensequenz enthalien. So kann eine Versiarkung regulatorischer Elemente vorzugs- 
weise auf der Transkriptionsebenc erfolgen, indem insbesondere die Transkriptionssignale verstarkt werden. Dies kann 
beispielsweise dadurch erfolgen, daB durch Veranderung der den Strukturgenen vorgeschalleten Promotorsequenzen die 
Wirksamkeii des Promoiors oder der Promotoren erhohl wird oder indem die Promotorcn kompleti durch wirksamerc 
Promoioren crsetzi werden. Auch kann eine Versiarkung der Transkription durch enlsprechende Beeinflussung eines den 
Genen zugeordneien Regulatorgens erfolgen: daneben ist aber auch eine Versiarkung der Translation nioglich. indem 
beispielsweise die Siabiliiat der Bolen-RNS (m-RNS) verbessertwird. 

Am geeigneisien sind Genstrukturen, in denen mindcsiens eines der beschriebenen Gene so eingebaut isl. daB es umcr 
Konirolle eines induzicrbarcn Promoiors steht. 

Bei der Anordnung der Gene auf einer erfindungsgemaBcn Gcnsiruklur kann ein Promoior vor einem Gen oder als ge- 
nieinsamer Promoior vor mehreren Genen liegen oder es konnen zwei gegenlaufige Promotoren verwendel werden. zwi- 
schen denen die Gene so angeordnel sind. daB sie gegenlaufig abgclcscn werden. Dabei kann beispielsweise das glf-Gcn 
vor einem schwachcrcn Promoior rz. B. Ptei ) und weiiere Gene unierder Kontrolle des lac-Promoiors liegen. Den in ei- 
ner Gcnsiruklur enihalienen Genen. mil oder ohne vorgeschalietem Promoior bzw. mil oder ohne zugeordneiem Regula- 
lorgen konnen ein oder mchrcrc DNS-Sequenzen vor- und/oder nachgeschaliei sein. Durch die Verwcndung von indu- 
y.ierbaren Proiiioiorclementen /.. B. lacPVPiac besiehi die Moglichkeit der Zuschaliung neucr Funklionen (Indukiion der 
hnzvnisynihese) /.. B. durch Zugabe von chemischen Indukioren wic Isopropylthiogalaciosid (IPTG). 

Die Aufgabe der Erfindung wird auch dadurch gelosi. daB iransfonnicne Zellen berciigestelli werden. die in replizicr- 
harer l onn eine erhndungsgcniaBc Gensiruklur enihalien. 

Als iransl'orniicnc Zcllc im Sinne der Erfindung isl jeder Mikroorganismus zu versiehen, der cine erfindungsgemaBe 
Gcnsiruklur iriigi. die die versiiirkie Bildung von Subsianzcn in derZelle hewirki. Die Transfomiaiion der Winszellen 
kann durch chemische Mclhoden (Hanahan D. J. Mol. Biol. 166 (1983) 557 580). sowie auch durchlilektroporaiion. 
Konjugaiicin cxler Transdukiion erfolgen. 

lis isl vorieilhali fur die Transfonnaiion Wirts/cllcn einzuseizen. in denen ein oder mchrcrc Enzvme. die /iisalzlich an 
der S'ynihesc der Subsianzcn bcieiligi sind, dcreguliert und/odcr in ihrer Akii vital erhohl sind. 

Mil der die jewciligen Gene enihalienden Gensiruklur wird ein, eine aromaiische Aniinosaure oder eine andere erfin- 
dungsgemaBe Subsianz produzierender Mikroorganisnius-Siamm. insbesondere Escherichia coli. translonnicn. Es isl 
von Voneit lur die Transformation mil den Genstrukturen Winszellen einzuseizen, in denen, sofern anwesend, das PEP- 
ahhiingigc Zuckcraufnahmesysicni in seiner Akiiviiai vcnninderi oder ausgcschalici isl. 

Insbesondere werden iransformiene Zellen bereiigesiclli. die in der I.agc sind. eine aromaiische Aniinosaure zu pro- 
du/iercn. wobci die aromaiische Aniinosaure vorzugsweise I.-Phenylalanin isl. 

Mil dein erIindungsgeiiiaBen Verfahrcn und dem nach der U-hre der Erfindung Iransformiencn Mikroorganismus kann 
ein breiies SubMraispekiruiii furdie Prcxlukiion von Subsianzen eingescizi werden. Ini Rahmen der Erfindung wird somil 
auch ein Verlahrcn zur mikrobiellcn Hersiellung von Subsianzen bereiigesiclli in dem crlindungsgeniaBc iransformiene 
Zellen in denen eine Gensiruklur vorliegi. die mindcsiens eine einem der Gene /.ugeordnele. regulalorische Gensequenz 
enihall. kullivierl werden und wobei die Induktion der l:n/.vnisyniliese in den Mikroorganismen naeh mindcsiens 2 Zell- 
icilungen (lirreichen der exponeniiellen Wachsiumspha.se) erfolgi. Die Prcxlukiion der~Mikroorganismen kann somil un- 
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abhangigvon deren Wachsiuin gesieigen werden. 

In einer besonders bevorzugien Ausfuhrungsfomi des erfindungsgemaBen Vert'ahrens werden iransfonniene Zellen 
cingesetzu die auCer PEP auch andere ZeniralsiofYwechselmeiabolite in erhohier Verfugbaikeit enihalten. Dazu zahlen 
z. B. a-Oxoglutarat oderOxalaceiai. die aus inirazellularen Syntheseprozessen resultieren. oder aber durch Zufiiiterung 
der entsprechenden Substanzen. oder ihrer Vbrliiuler. wie z. B. Fumarat oder Malat als Metaboliten des Ziironensaurezy- 
klus. den wachsenden Zellen zur Vertugung gcsiellt werden. 

Bei DSMZ sind unter den Bedingungen des Budapesier Verlrages die folgenden Stamme hinterlegt: 



DSMZ 11208 Escherichia coii AT247l/pZY507glk 

DSMZ 11207 Escherichia coli AT247l/pZY507glf glk 

DSMZ 11205 Escherichia coli AT2471GP704glf int PTS + 

DSMZ 11205 Escherichia coli AT2471glfint PTS" 



Bcispiel 1 

Bcrcitung von pZY507glk und pZY507glfglk ;ils VorhildcrcrfindiingsgemiiBcr. plasmidbasierter Gensinikiuren 

Plasmid pZY507 (Weisscrci. al. 1995.1. Bueieriol 177: 3351 3345) wurde mil den Resirikiionsenzymen BaniHI und 
HindHI gcollhei und das groBere Fragment (10.1 kB) wurdc isolien. Die Gene glk und. glf wurden, wie durch Weisscrci 
al. (J. Bacteriol. 177 (1995) 3351-3354) besehrieben iibcr PGR (Mullis K.B. el al.. Meih. Enzymol. 155 (1987) 335-50) 
erhalicn und amplifizien. Fur die Amplifizicrung des glk-Gens wurdc chroinosoinalc DNS von Zymomonas mobilis ver- 
wendet. Dabei wurden durch die Wahl der Primer zusatzliche Schniitstcllen eingetuhn (Kpnl und Ilindlll). Das glf-Gen 
wurde unier Verwendung des Plasmids pZY6()() (Weisscrci. al. 1995 J. Bacicriol 177: 3351-3345) als Malrize amplifi- 
zien. Dabei wurde durch die Wahl der Primer cine BaniHf- und cincKpnl-Schniiisielle eingeluhn. Unier Verwendung 
dicser singularen Schniiisiellen wurden die Gene in verschiedenen Kombinaiionen in den Vekior pZY507 cingcbrachi. 
Nach Transfonnaiion von E. coli und Klonierung dcrTransforniandcn wurden die rekombinicricn Plasniide pZY507glk. 
p/.Y507gir. pZY507glfglk erhalicn. Dicsc Vckiorcn I'uhrcn zu Chloramphenicol-Resisienz. enihalten das lacF-iac-Pro- 
nioiorsysiem und haben cine niedrigc Kopicnzahl. 

Die Aul"bewalirung dererhahenen Transformandcn erfolgle auf LB-Medium in Form von Glyccrinkuliuren (30%) bci 
- 80"C Bei Bedarf wurden die Glvccrinkuliurcn dircki vordeni Gebrauch aufsetaui. 
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Der verwendeie Winsorganismus AT2471 wurdc von Taylor und Trouer (Bacteriol. Rev. 13 (1967) 332-53) bei der 
CCSC unier der Numnier 45 1 0 hinicrlegi und isi frei erhalilich. 

Ini Folgenden sollcn die verwendeien Maierialien und Melhoden angegeben, sowie die Erfindung durch experimen- 20 
iclle Beispiele und Vergleichsbeispicle unierbaut werden: 

Allgeineine Methoden 

Ini Rahmen der geneiischcn Arbeitcn wurden Siamnic von E. coli. sofem nichl anderweitig erwiihni, auf LB-Medium 25 
bcslehend aus Difco Baclo Tryplon (10 g • I" 1 ). Dirco-IIel'ceMrakl (5 g • 1"') und NaCl (10 g • 1"') kullivierl. In Abha'n- 
gigkcii von den Rcsistcnzcigcnschal'icn der verwendeien Slainmc wurdc. sofem notig. dem Medium Carbcnicillin 
(20-100 mg • H) und/oder Chloramphenicol (17-34 nig ■ 1"') zugeseizi. Carbenicillin wurde dabei zuvor in Wasser und 
Chloramphenicol in Eihanol gelosi und dcni bcreiis auioklavienen Medium sierilfiluiert zugegeben. Zur Hersiellung von 
Agarplalien wurde dem LB-Mcdium Difco Baclo Agar (1.5%) zugeseizi. 

Plasmid-DNS aus E. coli wurde miliels ulkalischer Lyse unier Verwendung eines kommerziell erhalllichen Systems 
(Quiagcn, Hilden) isoliert. Die Isolaiion von chroniosomaler DNS aus E. coli und Z. mobilis erfolgle nach Chen und Kuo 
(Nucl. Acid Res. 21 (1 993) 2260). 

Die Verwendung von Resirikiionsenzymen. DNS-Polvnicrase I, Alkalische Phosphatase. RNase und T4 DNS-Ligase 
erfolgle nach den InsirukiioncndcrProdu/.cnicn (BiK-hringcr. Mannheim, D oder Promega. Heidelberg, D). ZurResirik- 
lionsanalyse wurden die DNS-Fragmenie in Agurosegolon (0.8%) aufgetrennt und mittels E.xiraklion unter Verwendung 
eincs kommerziell erhaltlichen Systems (Jctsorb (ienonicd. Bad Oeynhausen. D) aus Agarose isoliert 

Fur Southern Analyscn wurdc Chroniosomale DNS ( 10 ug) mil Restriktionsenzynien verdaul, iiber Gelelektrophoresc 
der GroBe nach gctrcnni und miitels vakuumvermiitelicr Diffusion (VacuGcne System, Phannacia. Freiburg. D) auf eine 
Nylonmcmbran transfcrierl (Nvirun 13. Schleicher und Schuell. Dasscl. D). Entsprcchcnde DNS-Bruchstiicke wurden 
isoliert. mil Digoxigenin-dUTP markicrl unci als Probe vcrwendcl. Markicrung.Hybridisierung. Waschvorgangc. sowie 
die Deickiion wurden unier Zuliilfenahmc eines kommerziell erhalllichen Markierungs- und Dctckiionssyslems (Boch- 
ringer. Mannheim. D) ausgefuhrl. 

Zur Transfonnaiion der Zellen wurden dicsc 1'iir 2.5 3 h in I.B-Medium (5 nil-Rohrchen) bei 37°C und 200 U ■ niin" 1 
inkubicrt. Bei einer optischen Dichic (620 nml von ca. 0.4 wurden die Zellen abzentrifugiert und in einem Zehniel des 
Volumens in TSS (LB-Medium mil 10% (w/v) PFXJ 8000. 5% (v/v) DMSO und 50 nuVl MgCN) aufgenommen. Nach 
30-miniitiger Inkubaiion bei 4"C mil 0.1 bis 100 ng DNS und anschlieBcnder Inkubaiion bei 37°C fur 1 h wurden die 
Zellen auf LB-Medium mil enisprcchendcni Aniibiotikum ausplallien. 
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Beispiel 2 

Bestimmung der Enzymakti vital einerGlucokinase 

5 Zur Bestimmung der Aktivitat der Glucokinase wurden die Zellen von E. coli AT2471 sowie von der enisprechenden 
das Plasmid pZY507glfglk iragenden Mutante AT2471/pZy507glfglk in niineralischem Medium kultiviert. Dies bestand 
aus Natriumcitrai ■ 3H-,0 (1.0 g • H). MgS0 4 • 7H-.0 (0.3 g • l"'), KH-,P0 4 (3.0 g ■ H). K-,HP0 4 (12.0 g • H). NaCl 0.1 
(g • I- 1 ). (NH 4 ) 2 S0 4 (5.0 g • l" r i. CaCK ■ 2H 2 0 (15.0 mg • l" 1 ), FeS0 4 ~ 7H 2 0 (0,75 g • H). und L-Tyrosin (0.04 g • l" 1 ). 
Die Zugabe weiierer Minerale erfolgte iiber eine Spurenelementlosung ( 1 ml • 1"') zusammengesetzt aus 
io A1 : (S0 4 ) 3 - 1SH 2 0 (2.0 g-1- 1 ). CoS0 4 -6H,0 (0,7 g H), CuS0 4 • 5H^O (2.5 g • H). H3BO3 (0.5 mg • l" 1 ). 
MnCl 2 • 4II 2 0 (20.0 g • l" 1 ) Na 2 Mo0 4 • 2II 2 0 (3.0 g • H), NiS0 4 • 3II 2 0 (2,0g • l" 1 ) und ZnS0 4 • 7II 2 0 (15.0 g ■ l" 1 ). 
Vitamin Bl (5.0 mg • 1" ) wurde in Wasser gelost und dem Medium nach dem Autoklavieren sterilfiltrien zugegeben, 

- >. rf ii,..„ l . llll > l >M.n. \..aiui.iii^Hiiii uiivi v..im>i '^x 1 1 ■ | Ji icil'lCwi . V_liuCwSc V-'U g ' ' ) wufitc rtcjjai'cll. ttliloRm- 

viert und dem Medium ebenfalls nach dem Autoklavieren zugefiigt. 

15 Fur die Experimente wurden Schuttelkolben (1000 ml mil 100 ml mineralischem Medium) mit 2 ml Glycerinkultur 
angeimpft und bei 37°C und 150 U • min" 1 fiir 72 h auf einem Kreisschiittler inkubiert. Die Induktion der Zellen durch 
Zugabe von 15-100 niM IPTG erfolgte nach etwa 7 Teilungen nach Erreichen einer optischen Dichte (620 nm) von = 1 . 
Zur Konirolle der Induktion der Zellen wurden parallele Versuchsansatze durchgefiihn, von denen ein Ansatz durch Zug- 
abe von IPTG (20 uM) induziert wurde. Direkt vor der Zugabe des Induktors in die entsprechendenden Kolben. sowie 1 

20 und 3 h nach dem Zeitpunkt der Induktion wurden aus alien Ansatzen 20 ml Kulturbriihe eninommen und die Zellen bei 
4°C fiir 10 min bei 6000 g sedimentiert. 

Die geemteten Zellen wurden in 100 mM Tris/HCl-Puffer(pH 8.0) mit 1.2 mM ATP und 11.2 mM MgCl 2 gewaschen. 
Die Zellen des Sediments wurden mittels Ultraschall (Branson Sonifier 250 mit Microtip) in einem Beschallungszyklus 
von 25% und mit einer Intensitat von 40 Watt fiir 4 min pro ml Zellsuspension aufgeschlossen. Nach Zentrifugation fur 
25 30 min bei 18 000 g und 4°C wurde der Uberstand (Rohextrakt) fur die Messung der Aktivitat der Glucokinase verwen- 
dei. 

Die Bestimmung der Aktivitat der Glucokinase im Rohextrakt erfolgte nach der von Docile ct al. (Eur. J. Appl. Micro- 
biol. 14 (1982) 241-246) beschriebenen Methode. Der Umsatz von 1 umol NADH pro min wurde als 1 U definiert. 

Die Bestimniung der Protein konzentration im Rohextraki erfolgte nach Bradford M.M. (Anal. Biochem. 72 (1976) 
30 248-254) unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Farbreagenzes. Als Standard wurde Rinderserumalbumin 
verwendet. 

Tabelle 2 zeigl die Ergebnisse der Enzymmessungen bei der Verwendung des Wirtsstammes E. coli 2471, sowie des- 
sen Mutante E. coli 2471/pZY507glkglf. Zum Zeitpunkt der Induktion wurde fur beideStamme eine Glucokinaseakti vi- 
tal uni 23 mil ■ (nig Protein)"' detektiert. Wahrend sich diese Aktivitat nach drei weiteren Stunden der Kultivierung fur 
35 den Wirtsstamm auf lediglich 36 mU • (mg Protein)" 1 steigerte, konnte fur den das Plasmid pZY507glfglk tragenden 
Slamm eine Erhohung der Glucokinaseakti vitat auf 112 mU • (mg Protein)" 1 festgestelll werden. Durch Induktion der 
mit der erfindungsgemaBen Genstruktur transformierten Zellen konnte die Aktivitat der Glucokinase weiter auf 657 
mU • (mg Protein)" erhohl werden, was im Vergleich zum nicht induzierten Wirtsstamm einer Steigerung urn den Faktor 
1 8,3 entsprach. 

40 

Beispiel 3 

Produki ion von Substanzcn unter Verwendung von Slainmen. die eine erhohie Glucokinaseaktivitat aufzeigen. bzw. in 
denen zusatzlich zurerhohten Aktivitat der Glucokinase auch ein PEP-unabhangiges Zuckeraufnahmesysiem exprimiert 
-»> isl 

Der Winsslanmt Escherichia coli AT2471, sowie desscn eines der Plasniidc pZY507glk oder pZYglfglk iragenden 
Transfonnanden wurden in jeweils parallelen Ansatzen unter den in Beispiel 2 beschriebenen Standardbedingungen fiir 
72 h kuliivien. Nach 24 und 48 h wurde der pH-Wert der Kulturen gemessen und bei Bedarf durch Zugabe von KOH 
50 (45%) auf den Sianwert von 7.2 zuriickgebracht. Deswciicren wurden nach 24. 48und 72 h Probcn zur Bestimmung der 
opiischen Dichic. sowie der Glucose- und der L-Phenylalaninkonzentration genommen. Die Phenylalaninkonzentralion 
wurde miliels Hochdmckfliissigkeiischroiiiatographic (I1PLC. Hewlett Packard. Miinchen. D) in Verbindung mil Fluo- 
reszcnzdetcklion (Extinktion 335 nm. Emission 570 nm) emiiiicli. Als teste Phase wurde cine Nucleosil- 
12()-S-ClS-Saulc (250 4.6 nun) verwendet; die Elution erfolgte unter Verwendung eines Gradientcn (Elucnt A: 90% 50 
55 mM Phosphorsaurc. 10% Methanol. pH 2,5; Eluent B: 20% 50 mM Phosphorsaure, 80% Methanol, pH 2.5; Gradient: 
0-8 min 100% A. 8-13 min 0% A. 13-19 min 100% A). Die Elutionsgeschwindigkeit wurde auf 1.0 ml • min" 1 festge- 
setzi; die Siiuieniempcratur auf 40°C. Die Nachsaulenderivaiisierung erfolgte unter Verwendung von o-Phtaldialdehyd in 
einer Reaktionskapillare (14 m • 0.35 mm) bei Raumtemperatur. Fur L-Phenylalanin wurde unter den beschriebenen Be- 
dingungen eine Retentionszeit von 6.7 min ermittelt. 
M Durch die Messung der Glucosekonzem ration miriels enzymatischer Tesisireifen (Diabur. Roehringer Mannheim. D) 
und. abhiingig von den Resultaten. Nachdosieren von 2 ml einer konzentrierten Glucoselosung (500 g • l" 1 ) wurde sicher- 
gesteUt, da6 keine Glucoselimiiierung in den Versuchsansatzen auftrat. Nach einer Inkubaiionszeit von 48 h wurde im 
Vergleich zu einetn (PhenylalaninVIndexwert von 100 fiir den nicht induzierten Wiristanim E. coli 2471. durch Inkuba- 
lion des Winssiamnies ein Phenylalaninwert von 119 ennoglicht. Durch das alleinige Erhohen der Aktivitat der Gluco- 
fi> kinase durch Induktion des iransforiuiencn Stammcs E. coli AT2471/pZY507glk wurdecin Indcxwen von 141 ermog- 
licht. Das Einbringcn des Plasniides pZY507gll'glk in den Wirtstamm erlaubie stall dessen sogarohne Induktion eine Er- 
hohung der Phenylalaninprodukiion auf cinen Wen von 149. der durch Induktion der Zellen noch weiter auf 171 gcsici- 
gen werden konnte. Dies entsprach einer Erhohung von 44% im Vergleich zum induzierten Wirtstamm. 
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Dieses Ergcbnis zeigi den erfindungsgeniiiBen. die Symhese aro.naiischer Verbindungen erhohenden. posiiiven Effeki 
der Erhohung der Akn viiai ciner Glucokinasc in enisprcchenden Microorcanismen. Desweiieren wird auch die sich po- 
siiivc aul die Hersiellung dicser Substanzen auswirkende zusatzliche Erhohune der Akti viiat einer Glucokinase in Stam- 
n.en urn bcreiis erhohier Anwesenheit eines Facilitaiorproteins bzw. zusatzlichen Erhohung der Anwesenheil eines Fas- 
ciliiaiorproteins in Sianmien mil hereiis erhohier Glucokinaseakti viiat demonsirien. 

Beispiel 4 

Produkiion von Subsianzen un.er Verwendung von FlV-Muian.cn in denen zusatzlich zurerhohien Ulucokinaseakiivi- 
lai ein PEP-unabhangiges Zuckenransponsysieni cxpriniiert isi 

T^ r , I r I - C ? rd !i.°" *?f S ?, lf ' Gcns in Genc - (lic {Ur Komponenien des PTS-S vstems von E. coli kodieren. wurde das Plasn.id 
... -...i-,.^ Mf«i,e . ) nun, ventaui unci mil X ienow-Fragmeni behanrteli. Die singulare Schniitsielle lie°i im pisf- 
Gen. Das glf-Gen wurdc als Bamlll-Kpnl-Fragmeni aus den. Plasn.id pZY507glf?Ik isolien und cbcnfalls mirKlcnow- 
l-ragmcni behandeli. Durch biuni-end-Ligaiion wurden Klone erhalien. die das 2 !f in gleicher Orientieruno wie die Gene 
pisHI tragen. Aus dem resuliiercnden Plasn.id pPTSglf konnte ein 4.6 kb Psil-Fragmem erhalien werden welches den 
S -Ucrcich i des pisH-Gens sowie pisl mil iniegricnen. git und err iriigi. Dieses Fraameni wurde in die ECoRV-Schniii- 
siellc des Vckiors pGP704 ligieri. Da dicser Vek.or nur in Xpir-Siam.i.en replizien werden kann. haben Transfom.anden 
die- dicscn I hagen n.ch. iragen. den Vckior ins Chroniosom imcgricn. wenn sie auf CarbeniciUin wachsen konnen (Miller 
V.I.. ci al.. J. Bac.cnol. 17U (1988) 2575-83). Die Integration wurdc minds Souihcrn Blot Analyse ubcrpriifl Die erhal- -» 0 
tencn Iranslormanden enihielicn neben dem glf-Gcn auch die vollslandieen PI'S-Gene. 

Ik. eineni zweiten honiologen crossover kann der Vekioranieil herausrekoinbinieren. was zun. Verlust der Carbenicil- 
l!";, esl ^ enl£ »"h rt - Da ln dicsem Falle die pis-Gene durch die Insertion des git-Gens untcrbrochen vorliegen wird das 
PJMn dicscn Muianicn nichi tunkiioncll cxprimiert. Die gewiinschtcn PTS -Mutantcn wurden wie folgt sclefciionierr 
Nach mchnnahgeii. tjbenn.plen der noch PI'S*- Transfonnandcn auf LB-Medium ohnc Antibiotika wurden Aliquois der -5 
Zcllsuspcns.on aul LB-Plaiicn mil 1 (XJ ug • H Phosphomycin ausplaiiicri. PTS--Muianicn konnen auf dicscn Plaiien 
wachsen. Wachscndc Kionc wurden auf LB-Plaiicn mil cniwcdcr Phosphomvcin odcr mil 20 ug ■ I" 1 CarbeniciUin aus- 
gcslnehcn. Von Klonen. die emeuics Wachslum auf den Phosphon.vcin-Plaiten. nichi aber auf den CarbeniciUin Plat ten 
/.c.gien wurde chron.osoti.ale DNS isolien. Die Inicgraiion des glf-Gens in die Gene, die fiir das PTS-S vsiem kodieren 
wurde durch Souihcrn-Analysc besialigi. Enisprechendc Muianicn wurden als phanotypisch PTS-dcfizieni idenlifizierl 30 
bin Klon wurde ai s Wmsorganisn.us E. coli AT2471glfiniF[\S-ausgcwahll und fur die Transfonnaiionen (s. oben) mil 
I lastii.d p/A 5(J7glk cingescizi. Den fur Beispiel 2 und 3 bcschriebcncn experinieniellen Bedineunscn folgcnd wurden 
S »" CS ^r Ve - MU,anK ' T " COM AT247| g |,in,1, '^"^Y507glk. sowie der korrespondicrcnde Wirlssianm. 
Al 4/lgll.Mll Is m jc /.wc. Parullelansatzcii kultiviert und die Zcllen je eines Ansalzes nach ca. 7 Teilungcn indu/.icrl 

Durch die Indukl.on rcdu/.ierlc sich die Synlhescleislung des Wirtsianimcs. auseehend von cinen. Indexwen von 1(X) is 
mi l allc mchl vorhandencr Indukiion. auf cinen Wen von 56. In. Vcrgieieh da/.u konnlc in Kulluren des iransformicrlen 
Siaiiiincs Ar2471gljiniPr.S7pZY5()7glk bercits ohnc Indukiion cin Phenvlalanin-Indexwert von 151 errcicht werden 
der dann durch Indukiion auf 1 74 erhohl werden konnlc. 

■ DiL '^ s 1 ' :r ^ L ' bnis daG die allcinige Erhohung der Glueokinaseaklivilal fur die Svnlhese von Phenylalanin auch in 
icnen Mikroorgamsn.cn posmv wirki. die sich durch cin in seiner Aklivitai veni.indertes odcr can/Jich "ausecschalicles 40 
I I.S-.Sysicm auszc.chnen und in denen gleichzeiiig cin 11:P-unahhanai«es Zuekeraufnahn.csvsieni iniesiricrt isi 
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Tabelle 1 



Stamme und 
Plasmide 


Genotyp / 
Charakterist ika 


Quelle oder Referenz 


E. coli 
AT24 71 


tyrA4, reJAl, spoTl, 
thi-1 


Taylor und Trotter, 
Bacteriol. Rev. 13 
(1967) 332-53 


E. coli SY327 


araD, A (lac-pro), 
Rif r , . recAS 6 , pir- 
Funktion des Phagen A. 


Miller et al., J. 
Bacteriol, 170 
j 11988; 2575-83 


E. coli CC118 


A(ara-leu) , araD, 
uidLA/* , gait,, gaii\, 
phoA2 0 , thi - 1 , rpsE , 
rpoB, argE (Am), recAl, 
A.pir lysogen 


Manoil et al . , Proc. 

lVcl 1 — L . rz.^ d Li . OCX UoA 

82 (1985) 8129-33 


pZY507 


Cm' 


Weisser et al . , J. 
Bacteriol 177 (1995) 
3351-4 


pZY5 0 7glfglk 


glf- und grlJc-Gene aus 
Z. mobilis in pZY507 


Weisser et al . , J. 
Bacteriol 177 (1995) 
3351-4 


pZY55 7 


pZY507, multiple 
Klonierstelle von 
pUCBM20Cm r 


Sprenger, 
unverof fentlicht 


pACYC184 


Cm', Tet" 


Chang und Cohen, J. 
Bacteriol. 134 
(1978) 1141-1156 


PDIA3206 


Ap\ 11,5 kb Insert aus 
E. coli K-12 Chroraosom 
inklusive ptsHI-crr 
Gene 


DeReuse et al. , J. 
Bacteriol. 170 
(1988) 3827-37 


pPTSl 


Fragment, welches die 
Gene ptsHI, err aus 
pDIA3206 enthalt; Cm r 


Jahreis, Universitat 

Osnabriick, 

unverof fentlich- 


pGP704 


Amp" 


Miller et al . , J. 
Bacteriol, 170 
(1988) 2575-83 
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Tabclle 2 



Mikroorgani sraus 


Zeit nach 
Induktion / 
h 


Glucokinaseaktivitat / 
mU- (mg Protein)" 1 
ohne 1 mit 
Induktion Induktion 


Escherichia coli 
AT2471 


0 
3 


21 

36 




Escherichia coli 
AT247l/p2Y507glfglk 


0 


23 


25 




1 
3 


63 
112 


202 
657 



Palenlanspruche 

kT? ahren " ,ikro J ,it : ,li:n '^"^ von Subs.anz.cn. bei den. die Ak.iviiii. einer Zuckcr-phosphorylierenden 
Kinase ,n e.nem d.csc Subs.an/.en produz.icrenden Mikrooruanismus erhoh. wird. rynerenacn 

nadl A "^,T^ '• l,u,lL,rdl 3?«-'^-nn/cichnci. daB Subs.anz.cn herges.ell. werden an deren Symhese 
Phosphoenolpyruvai (PUP) hciciligi isi. J ic 

Kin^eS rC " naCh A,1S ' ,rud ' ' lK ' l ' r Z ,UlL,rch S^oiiwichnc. daB die Kina.se eine Ilexosen-phosphorylierende 

Lb^am„T h AnSPrUdl *' liUl ' UrCh ^■ kcnn/dLhnt "' 1 - Ki — in Mikroorganisn.us aus Zymon.onas 

lis i!r ahrCn nath AnSPmdl 4 " llUdUrdl '^ nn/ ™ h ™- dM ^ kinase Glueokinase (CJlk) aus Zyn.omonas mobi- 

t^^^PVP^^ AnSpr ^ ,1C ' , Ms 5 - &M J?ckcnn/cichnc. daB zusiilzlich die Ak.ivi.a.eines Trans- 
ponproiuns /.ur PEP-unubhanpgen Aulnahn.c eines von der Kinase zu phosphorvlicrcndcn Zuckcrs erhoh. wird 
h Ji ' n 7,"^ 1 nSP ' UC 1 llailU,Vh ** die Ak.ivi.ii, eincs fransporiproieins zur PEP-un £ 

AlSh Au,nah ; ,,C L C,n ^ he,rel,enden Zuckers in cine, Subs,an,en produz.icrenden Mikroorganisn.us. dcr zur 
Au nahn e encs Zuckers nnuels ernes PHP-ahhiingigen Au,nahn,csvs.cms bclahio, is .. erhoh, wird 
b. Verlahren nach anon, der Anspriiehe ft oder 7. dadureh gekennzcichno. daB das Transponpro.ein ein Facili.a.or 

Zy^n^.SS^sL^' 1 *' l ' adUrCh ^ nM ^^ l-iii'-ordas GlueosCaciliialor-Proidn (CIQ aus 

alllIr^nT/ n i .r ChCinC i n " Cr l rUL ' hC ' hiS 9l djl,Urdl ^"nn^ichnc. daB zusiilzlich die Ak.ivi.ii, einer Trans- 
diaoiuM. und/oder cmer 1 ranskelolase crhohl wird. 

II Verlahren nach Anspmch 10. dadureh gekennzeichnel. daB die Ak.ivi.iil einer Transaldolase und/oder einer 
l ranskelolase aus Ivichcncluu coli erh.ihi wird. 

undtod 'r n |v ad L An . SPmL A h S * ' , ; tlailUah ^kcna/cichnc. daB die Ak.ivi.ii, der Transaldolase B fTalB) 
und/oder der I ranskelolase A ( l\.A) aus Escherichia coli crhohl wird 

-!hiv!oi lahr v T h C i nCl 1 " ' lLT CinL '"' ,lLT Ans P riitl « 1 <i^Iuroh gekennzeichnel. daB die Ak.ivi.ii, des PKP- 

^kcraulnahmcsysicis. solern anwesend. den, na.iirlichcn Niveau ecgeniiber vcmiindcn isl. 
fi'oen H " a C,nC '!y lc 1 r An *P™'^ I "is 13. dadureh gckcnnzcichnci. daB die Ak.ivi.ii. mindeaens einer dcr 

gerfwird K ° , " p ° nCn,Cn A '^r-P"os P horylicrcndc Kinase. Transponproicin. Transaldolase. Transkc.olasc. gcs.ci- 

a) durch Einluhning der ( !enc 

b) und/oder durch Hrhohcn dcr (ienkopienzahl 

c) und/oder durch Erhohen dcr ( lencxpression 

d) und/odcr durch Krhohung dcr endogencn Akliviiiii dcr gcnann.cn Enzvnie 

e) und/oder durch Sirukiuranderung an den lin/.ynicn 

I) und/oder durch Vcrwendung von dcreguliericn Hnzvmcn 
g> und/oder durch liinliihrcn von ticnen' die I'iir .IcrcJulicnc Hnzvn.e kodicrcn 
5. Verlahren nach Anspruch 14. dadureh gekennzcichne,. daB die S.eigerung der Ak.ivi.ii, dadureh crrcich. wird 
dab erne Inicgranon des ( ,cns .nlcr der ( icne in cine ( icnsiruk.ur oder in n.ehrcTe ( icns.ruk.uren crlbls,. wobei das 
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Gen oder die Gene als einzclneKopie odcr in crhohicr Kopienzahl in die Gensiruktur eineebrachi wird 

16. Vcrtahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15. dadurch gekennzeichnei. daB ein Mrkroorganismus eingeseizi 
wird. in dem ein odcr niehrcrc Enzyme, die zusaizlich an der Synihese der Subsianzen beteiligi sind derculien 
und/oder in lhrer Aktiviiai erhoht sind. e 

17. Vcrfahren nach Anspn.ch 16. dadurch gekennzeichnei. daB die hergesiellie Subsianz eine aromaiische Aniino- 
saure isi. 

IS. Vcrfahren nach Anspruch 17. dadurch gekennzeichnei. daB die aromatischc Aminosaure L-Phenylalanin isi 
U. Vcrtahren nach einem der Anspruchc 1 bis IS. dadurch gekennzeichnet. daG der eingesetzie Mikroorganismus 
der Gaiiung Escherichia. Scrraiia. liaeillus, Coryncbacierium oder Brevibacierium zugeordnet isi. 
-0. Vcrtahren nach Anspruch 19. dadurch gekennzeichnei. daB der Mikroorganismus Escherichia coli ist. 
-1. Gensiruktur enthallend in rekombinanier Fonn cin Gen kodierend fur eine Zucker-phosphorylierende Kinase 
unci ein Gen tiir ein Transponproicin zur PEP-unabhangigen Aufnahme einesZuckers, mil der Ausnahme von der 
Kombinahon der ( !i:ne fiir Hie Yinpcp oil- npH fin- .-J a .T 7v..„ c „„_._._...:_ f .i.- _..„ <y.-,, ,,, ->.-■>.• 

22. Gensiruktur enihaliend in rekombinanier Fonn 

a) ein Gen kodierend fur eine Zucker-phosphorylierende Kinase oder Gene kodierend fur eine Zucker-phos- 
phorylierende Kinase und fiir ein Transportprotein zur PEP-unabhiingigen Aufnahme eines beireffenden Zuk- 
kcrs. und 

b) mindesiens ein Gen kodierend fur eine Transaldolase oder fur eine Transkeiolase. 

23. Gensiruktur nach Anspruch 21 oder 22. dadurch gekennzeichnet. daB das Gen fur die Zucker-phosphorylie- 
rende Kinase eine He.xoscn-phosphorylierende Kinase kodiert und das Gen fur das Transponproicin einen Facilita- 
tor kodien. 

24. Gensiruktur nach einem der Anspriiche 21 . bzw. 22 oder 23. dadurch gekennzeichnet. daB die Gene fur die Ki- 
nase und lur das Transponproicin aus Zymomonas mobiiis stamnien. und daG die Gene fiir die Transaldolase und 
rur die Transkeiolase aus Escherichia coli siamiiien. 

25 25. Gensiruktur nach einem der Anspriiche 22 bis 24. dadurch gekennzeichnei. daB das Gen fiir die Kinase glk und 

das Gen lur das Transponproicin glf aus Zyinoiiionas mobiiis isi. und das Gen fur die Transaldolase lalB und das 
Gcnlurdic Transkeiolase ikiA aus Escherichia coli ist. 

26. Gensiruktur nach einem der Anspriiche 22 bis 25, dadurch gekennzeichnei. daB das glf-Gen in niedriger Gen- 
kopienzahl in die Gensiruktur eingefiihrt wird. 
:«) 27. Genstrukiur nach einem der Anspriiche 21 bis 26. dadurch gekennzeichnei, daB die Gensiruktur mindestens 

cine, einent der Gene zugeordneie. regulalorische Gensequenz cnihall. 

28. Gensiruktur nach einem der Anspriiche 21 bis 27. dadurch gekennzeichnei. daB mindesiens eines der Gene in 
der Gensiruktur so eingebaul isi. daB es unier Kontrolle eines induzierbarcn Promolors steht. 

29. Gensiruktur nach Anspruch 22 bis 28. dadurch gekeiinzeiclinet. daB mindesiens zwei der Gene unier Kontrolle 
."5 von zwei gegenlauhgcn Proiuoloren slchcn. 

30. rransfonuierie Zelle. enihaliend in replizierbarer Form mindesiens eine Genslruklur nach den Anspriichen ">1 
bis 29. 

31. Transfonnierie Zelle nach Anspruch 30. dadurch gekennzeichnei. daB cin oder mehrere Enzvme. die zusaizlich 
an der Synlhese derSubsianzcn beieiligl sind. dcreguliert und/oder in ihrer Akliviiat erhoht sind! 

40 3_. IVanslonniene Zelle nach Anspruch 30 odcr 3 1 . dadurch gekennzeichnei. daB die Zelle eine Escherichia coli- 

/elle isi. 

33. Transfonnierie Zelle nach cincn. der Anspriiche 30 bis 32. dadurch gekennzeichnet, daB das PEP-abhanuisie 
/uckeruulnahmcsysieiu. sol'ern anwesend. in seiner Akliviiiii dem naiiirlichen Niveau gegeniiber venninden oder 
auxgcschaliel isi. 

15 34. Transfonnierie Zelle nach einem der Anspriiche 30 bis 33. dadurch gekennzeichnei. daB sie in der Lace isi. eine 

aromaiische Aminosaure zu produ/.iercn. 

35. rransfonuierie Zelle nach Anspruch 34. dadurch gekenn/.eichnei. daB die aromaiische Aminosaure L-Phenvl- 
alanin ist . 

36. Vcrfahren nach einem der Anspruchc 1 bis 20. dadurch gekennzeichnei. daB transfonnierie Zellcn nach einem 
o der Anspruchc 30 bis 3x in dencn cine Gensiruktur nach Anspruch 28 odcr 29 vorlicgi, kuliivicn wcrden und wobci 

die [nduklion Iruhcsicns nach zwei Zellleilungen erfolgl. 

37. Vcrtahren nach Anspruch 3(i. dadiirchgekenn/eichncl. daB die In.nsfomiierle Zelle auBer PEP anch andcrc Zcn- 
iralsiollwcchselniclaholilc in crhohicr Vcrfugbarkeil cnihall. 
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